急性腎障害（AKI）に対する酸化ストレス特異的迅速レドックス診断法の開発についての研究 by 糟野, 健司 et al.
福井大学トランスレーショナルリサーチ推進センター平成２３年度公募採択型研究費
「学内共同研究等」
急性腎障害（AKI）に対する
酸化ストレス特異的迅速レドックス診断法の開発についての研究
研究代表者： 糟野 健司（医学部・助教）、信川 泰成（医学部・助教）
安田 善一（医学部・講師）、重見 研司（医学部・教授）
共同研究者： 木村 秀樹（医学部・准教授）、高橋 直生（医学部・助教）
概 要 急性腎障害（AKI）の集中治療室 ICU での死亡率は 50%を上回り、予後不良であ
る。予後不良の一原因として早期診断法の欠落により治療開始時期の遅れが指摘されている。AKI の発
症には酸化ストレスが重要な基盤病態と考えられているが、現時点で酸化ストレスに特異的な診断法は
確立されていない。そこで本研究では平成 22 年度挑戦的萌芽研究採択課題で発見した AKI での超早期
の尿中 TRX の特異的上昇という生体レドックス反応を応用発展させ、酸化ストレスに特異的でリアル
タイムに動き、簡便でベッドサイドで利用可能な新規の迅速レドックス診断法を開発し、AKI の早期診
断のためのツール開発を目的とし研究を行った。
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急性腎障害（AKI）の診断法・病態解明・治療の
研究はまだ緒についたばかりである。予後改善の
ためには早期診断が不可欠とされており、古典的
なクレアチニンに代わる早期マーカーとして尿中
NGAL などが提唱されている。AKI は酸化ストレ
ス、虚血、感染症、薬剤性など様々な病態により
引き起こされるが、中でも酸化ストレスは重要な
基盤病態の一つと考えられている。しかし、現時
点で病因特異的な AKI 診断法は確立されていない。
本研究は、平成 22 年度に挑戦的萌芽研究で採択
された「新規尿検査としての尿中エキソゾーム分
画中腎症マーカー蛋白の検出」の研究過程で発見
した「AKI における酸化ストレス制御因子チオレ
ドキシン（TRX）の尿中増加」という現象を発展
させるものである。チオレドキシン（TRX）は酸
化ストレスによって誘導され、細胞外に分泌され
るレドックス制御タンパクで、血中 TRX は虚血性
心疾患などで高値を示すことが知られているが、
尿中 TRX については報告がない。
今回の研究では、①尿中 TRX の上昇が酸化スト
レスに特異的に反応したものかどうかを再確認し、
②臨床現場で早期治療開始を可能にするための迅
速診断法開発に必要な基礎技術の確立を目標とし
た。これらの研究により、AKI の詳細な病因診断
が可能となり、病態に即した病因別 AKI 治療が早
期に開始出来るようになり、AKI の予後改善に寄
与することが期待される。
① 尿中 TRX の酸化ストレス特異性の検証
尿中 TRX に関する報告がほとんど無いため、尿
中 TRX を様々な 8 腎疾患で測定した。尿中 TRX
は AKI で特異的に上昇しており、カットオフ値を
35.2 ng/mgCr とした場合、感度 0.9、特異度 0.82、
AUC 0.9 の高精度で AKI の診断に有用であること
が判明した。尿中 TRX が早期 AKI マーカーとし
て利用可能かどうかを調べるために、人工心肺開
始後、1 時間毎に採尿をして尿中 TRX の推移を調
べた。尿中 TRX は早期 AKI マーカーの代表であ
る尿中 NGAL
とほぼ同時に
2 時間で上昇
した（図 1）。
これに対し、
現在、診断基
準に用いられ
ている血清ク
レ ア チ ニ ン
（ Cr ）は手術後
36-48 時間後に遅
れて上昇した（図
２）。尿中 TRX は尿
細管障害の指標で
ある尿中NAGや萎
縮尿細管の程度と
有意な相関を認め
た。さらにマウスの腎での InSitu hybridization
やリコンビナントヒトTRXを静注したマウス腎を
ヒトTRX特異的モノクローナル抗体で免疫染色す
ることにより尿中 TRX の由来を調べた。定常時に
は腎尿細管局所で TRX が産生され、さらに血中か
らも TRX が糸球体でろ過され、尿細管で再吸収さ
れ、尿細管細胞内に蓄えられることを確認した。
AKIでの尿中TRX増加機序を調べるため虚血再還
流後のマウス腎を継時的に免疫染色で観察した。
染色結果から定常時に蓄えられた TRX が AKI の
酸化ストレスにより尿細管細胞から尿中に逸脱し、
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さらに尿細管障害で再吸収出来ないため尿中に検
出されることが示唆された。さらに酸化ストレス
特異性を観察するために培養ヒト尿細管細胞に過
酸化水素水やリポポリサッカライド（LPS）を添
加し、培養上清中の TRX や既存の AKI マーカー、
NGAL、 KIM-1 を調べた。TRX のみが過酸化水
素水の濃度依存性に特異的に上昇を示した。TRX
の上昇は過酸化水素水のみで認められ LPS では認
めなかった（図
３ ）。（ Am J 
Physiol 投稿中） 
 
② 尿中 TRX の
迅速測定法（化学
発光酵素免疫測
定法（CLEIA））
の開発 
①の結果から
尿中 TRX は他の
AKI マーカーに
比べ超早期に酸
化ストレス特異
的に上昇するこ
とが示唆された。
これら尿中 TRX
の特徴を生かす
ため、迅速診断法
の開発に取り組
んだ。 
 
アルカリフォスファターゼ（ALP）標識抗 TRX
抗体とビオチン標識抗TRX抗体を用いたサンドイ
ッチアッセイによって固相フィルター上にTRX抗
原をトラップし、その後 ALP の基質である発光基
質を固相フィルターに添加することによって得ら
れる発光シグナルを光電子倍増管（PMT）を用い
て検出を試みた（図４）。従来の ELISA 法では 8
時間程度であったアッセイ時間が本測定法では 10
分程度で測定が完了した。リコンビナント TRX 段
階希釈液をサンプルとして良好な検量線を得るこ
とが出来た（図５）。 
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